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Zm‐Ubi1‐NptII  Submitted  Zm‐Ubi1 1  None  nptII 2  tNOS  None  ‐  ‐ 
Zm‐PepC‐GUS  Submitted  Zm‐PepC 3  None  uidA 4  tNOS  None  ‐  ‐ 
Zm‐Ubi1‐GUS  Submitted  Zm‐Ubi1  None  uidA  tNOS  None  ‐  ‐ 
Zm‐Ubi1‐CBH I‐ER  Submitted  Zm‐Ubi1  ‐zein 5  CBH I  tNOS  SEKDEL  ER  53.2 
Zm‐PepC‐CBH I‐ER  Submitted  Zm‐PepC  ‐zein  CBH I  tPepC  SEKDEL  ER  53.2 
Zm‐PepC‐CBH I‐
VSD  Submitted  Zm‐PepC  ‐zein  CBH I  tPepC  DELKAEAK 
6  Vacuole  53.3 
Zm‐PepC‐CBH II‐
ER  Submitted  Zm‐PepC  ‐zein  CBH II  tPepC  SEKDEL  ER  48.4 
Zm‐PepC‐CBH II‐
VSD  Submitted  Zm‐PepC  ‐zein  CBH II  tPepC  DELKAEAK  Vacuole  48.6 
Zm‐PepC‐EG‐ER  Submitted  Zm‐PepC  ‐zein  EG  tPepC  SEKDEL  ER  76.4 
Zm‐PepC‐EG‐CHL  Submitted  Zm‐PepC  C. paradoxa
FNR 7  EG  tPepC  ‐  Chloro  75.7 





































  CBH I‐ER   CBH I‐ER  CBH I‐VSD  CBH II‐ER  CBH II‐VSD 
Highest activity (green)  4.41 ± 0.29 a   2.38 ± 0.11  11.18 ± 1.52  5.92 ± 1.64 b  7.33 ± 3.78 
Highest activity 
(senescent)  10.54 ± 2.67  5.64 ± 2.06  12.25 ± 1.12  3.26 ± 1.04  8.68 ± 0.68 
Average activity top 10 
events (green) 
0.88 
(0.11 ‐ 4.41) 
1.23 
(0.58 ‐ 2.38) 
4.61 
(1.21‐11.18) 
4.42 
(2.91 ‐ 5.92) 
5.70 
(5.00 ‐ 7.33)  
Average activity top 10 
events (senescent) 
1.60 
(0.08 ‐ 10.5)  
1.79 
(0.59 ‐ 5.64) 
4.46 
(0.24 ‐ 12.25) 
2.42 
(1.35 ‐ 3.26) 
4.95 
(3.02 ‐ 8.68) 
 
a CBH I activity is presented as nmol 4‐Mu min‐1 mg‐1 protein. b CBH II activity is presented as nmol reducing 
sugars min‐1 mg‐1 protein. Standard deviation is indicated for activity in the highest expressing lines. Range of 
activity is indicated for the average activity measured in the top ten events for each construct.  
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Figure Legends 
 
Figure 1 GUS expression from the Zm‐PepC and Zm‐Ubi1 promoters in leaves of 
transgenic sugar cane. The first, fully unfurled leaf from each independent transgenic 
event was analysed at 12 months post‐transfer to soil. GUS abundance was measured 
using qELISA and the abundance presented is the average from two samples per plant. 
No GUS was detected in samples from non‐transgenic sugar cane plants. 
 
Figure 2 Accumulation of CBH I‐ER in the leaves of transgenic sugar cane 12 months 
post‐transfer to soil from the Zm‐PepC and Zm‐Ubi1 promoter. (a) CBH I‐ER activity 
profiles in green leaves. (b) CBH I‐ER activity profiles in senescent leaves. CBH I activity 
was measured at pH 4.75 and 40 °C using MUL as a substrate. The average background 
activity, indicated on the graphs by a dashed event, from non‐transgenic sugar cane 
was 0.04 ± 0.02 nmol 4‐Mu min‐1 mg‐1 protein (n = 8) in extracts from green leaves and 
0.01 ± 0.03 nmol 4‐Mu min‐1 mg‐1 protein (n = 8) in extracts from senescent leaves. 
Average background activity plus or minus one standard deviation is indicated on the 
graphs by a dotted line. The average enzyme activities measured for each event (Y‐
axis) were normalized relative to the event with the highest activity (assigned as 
100%), and graphed from lowest to highest. 
 
Figure 3 Accumulation of CBH I and CBH II under the control of the Zm‐PepC promoter 
in green and senescent leaves of transgenic sugar cane 12 months post‐transfer to soil. 
(a) CBH I‐ER and CBH I‐VSD activity profiles in green leaves. (b) CBH I‐ER and CBH I‐VSD 
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activity profiles in senescent leaves. (c) CBH II‐ER and CBH II‐VSD activity profiles in 
green leaves. (d) CBH II‐ER and CBH II‐VSD activity profiles in senescent leaves. CBH I 
activity was measured at pH 4.75 and 40 °C using MUL as a substrate. The average 
background CBH I activity in extracts from non‐transgenic sugar cane was 0.04 ± 0.02 
nmol 4‐Mu min‐1 mg‐1 protein (n = 8) for first, fully unfurled leaf and 0.01 ± 0.03 nmol 
4‐Mu min‐1 mg‐1 protein (n = 8) for senescent leaf. CBH II activity was measured at pH 
4.75 and 40 °C using 1% (w/v) PASC as a substrate. The average background CBH II 
activity in extracts from non‐transgenic sugar cane was 0.49 nmol ± 1.03 nmol 
reducing sugars min‐1 mg‐1 protein (n = 7) for first, fully unfurled green leaf and 0.14 ± 
0.35 nmol reducing sugars min‐1 mg‐1 protein (n = 7) for senescent leaf. Background 
activities are indicated on the graphs by a dashed line. The background activity plus or 
minus one standard deviation is indicated on the graphs by a dotted event. The 
average enzyme activities measured for each event (Y‐axis) were normalized relative to 
the event with the highest activity (assigned as 100%), and graphed from lowest to 
highest.  
  
Figure 4 Accumulation of active EG in green leaves of mature transgenic sugar cane. (a) 
EG‐ER, EG‐CHL and EG‐VSD abundance profiles. EG abundance was measured by 
qELISA. No EG was detected in leaf samples from non‐transgenic sugar cane. The 
average enzyme activities measured for each event (Y‐axis) were normalized relative to 
the event with the highest activity (assigned as 100%), and graphed from lowest to 
highest. (b) Correlation between EG abundance and enzyme activity in green leaves 
from selected events at maturity. EG abundance was measured by qELISA. Events were 
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selected for EG enzyme activity analysis based on EG abundance and cover the range 
from 90 ‐ 425 ng EG mg‐1 protein. At least two events per construct were selected for 
analysis of EG enzyme activity. EG activity was measured at pH 4.75 and 40 °C using 
0.5% (w/v) CMC as a substrate. The average background EG activity in extracts from 
non‐transgenic sugar cane was  1.49 nmol glucose ± 0.33 nmol reducing sugars min‐1 
mg‐1 protein (n = 2). The trend line is included. 
 
Figure 5 Western blot analysis of CBH I, CBH II and EG expression in the green leaves of 
transgenic sugar cane. Leaf samples from the transgenic line with the highest enzyme 
activity (CBH I and CBH II) or abundance (EG) were analysed by western blot. Equal 
amounts of protein (10 g) were resolved by SDS‐PAGE, transferred to nylon 
membranes and probed with affinity‐purified rabbit anti‐cellulase antibodies followed 
by the addition of HRP‐conjugated to goat anti‐rabbit antibody. (a) Detection of 
recombinant CBH I. Proteins were resolved using 10% SDS‐PAGE. Purified, denatured 
fungal‐expressed CBH I (10 ng) was included as a positive control (+). The relatively low 
abundance CBH I‐ER protein (45 kDa) is indicated by an arrow. (b) Detection of 
recombinant CBH II. Proteins were resolved by 12.5% SDS‐PAGE. Purified, denatured 
fungal‐expressed CBH II (20 ng) was included as a positive control (+). (c) Detection of 
recombinant EG. Proteins were resolved by 7.5% SDS‐PAGE. Purified, denatured 
bacterial‐expressed EG (1 ng) was included as a positive control (+). The two relatively 
low abundance forms of EG‐VSD (73 and 62 kDa) are indicated by arrows. Protein 
extracts from non‐transgenic sugar cane leaves were used as negative controls on all 
blots (WT). Numbers on the left indicate the size of protein standard (Stds) in kDa. X‐
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ray films were exposed for 5 minutes and 1 minute for detection of CBHs and EG, 
respectively.  
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Figures 
 
Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
